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A device for rapidly assaying and characterising the presence of a molecule with 
a molecular weight of less than 10,000 daltons, i.e. a haptene, in a liquid sample, 
said device consisting of a hydrophilic support enabling capillary migration of a 
liquid therein, and having a plurality of separate regions in which the reagents are 
deposited and/or dried. The device consists of at least the following portions: (a) 
a receiving portion for the sample to be tested; (b) a reservoir portion containing 
a conjugate which is both marked with a marker enabling direct detection thereof, 
and also is a ligand for the molecule to be assayed, portions (a) and (b) being 
superimposed or sequential; (c) two successive barriers consisting of affinity pair 
moieties of which one, known as a negative reading barrier, retains said 
conjugate during migration thereof over the support when the desired molecule is 
not present in the sample, while the other retains said conjugate when the 
desired molecule Is present, in which case said molecule is directly f4f or 
indirectly bound to said conjugate, and said second barrier is known as a positive 
reaction reading zone; and (d) an absorptive portion arranged adjacent to the 
hydrophilic support for promoting liquid flow from the sample receiving portion (a) 
through the other portions that make up the device. Data supplied from the 
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(54) TItie: DIRECT HAPTENE DIAGNOSIS 
(54) TItre: DIAGNOSTIC DIRECT D'HAPTENES 
(57) Abstract 

A device for rapidly assaying and characterising the presence of a molecule with a molecular weight of less than 10.(X)0 daltons. i.e. 
a haptene. in a liquid sample, said device consisting of a hydrophilic support enabling capillary migration of a liquid therein, and having a 
plurality of separate regions in which the reagents are deposited and/or dried. The device consists of at least the following portions: (a) a 
receiving portion for the sample to be tested; (b) a reservoir portion containing a conjugate which is both marked widi a marker enabling 
direct detection thereof, and also is a ligand for the molecule to be assayed, poitions (a) and (b) being superimposed or sequential; (c) 
two successive barriers consisting of affinity pair moieties of which one. known as a negative reaiding barrier, retains said conjugate during 
migration thereof over the support when the desired molecule is not present in the sample, while the other retains said conjugate when the 
desired molecule is present, in which case said molecule is.directly or indirectly bound to said conjugate, and said second barrier is known 
as a positive reaction reading zone; and (d) an absorptive portion arranged adjacent to die hydrophilic support for promoting liquid flow 
^m the sample receiving portion (a) tfirough dte other portions that make up die device. 



(57) Abr«g^ 

Dispositif d*analyse rapide et de caract^risation de la presence d'une molecule de poids mol6culaire inf6rieur ft 10 000 daltons, ou 
haptine, dans un dchantillon liquide, ledit dispositif 6tant constitu6 d'un support hydrophile dans lequel un Hquide est susceptible de migrer 
par capillarity, ayant une plurality de rdgions distinctes dans lesquelles les r^ctifs sont d^pos^s et/ou s6ch6s, ce dispositif ^tant caract6ris6 
par le fait quMl est constim6 au moins des zones suivantes: (a) une zone de rtoption de T^chantillon ^ tester, (b) une zone r6servoir 
contenant un conjugu6 poss^dant la double caract^ristique d'etre marqu6 par un marqueur permettant sa detection directe et d'etre un ligand 
pour la moldcule d analyser, les zones en (a) et (b) pouvant 6tre superpos6es ou s6quentielles; (c) de deux barriftres successives constitutes 
de moitits de paires d'affinitt dont Tune retient ledit conjugu6 lors de sa migration sur le support en Tabsence de la molecule recherchte 
dans rfohantillon, appel^ barri^re de lecture negative et Tautre retient ledit conjugu£ en pr6sence de la molecule recherch6e. cette demi^re 
6tant alors li6e directement ou indirectement audit conjugu6, cette deuxi^e bairi^re ttant alors une zone de lecture positive de la reaction; 
(d) un moyen absorbant et comigu au support hydrophile permettant de favoriser le flux de liquide depuis la zone (a) de reception de 
rtchantillon ^ travers les autres zones constitutives dudit dispositif. 
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DIAGNOSTIC DIRECT D'HAPTENES 

La presente invention est relative ^ une mdthode en phase solide de 
caract^risation et de dosage de molecules de poids mol^culaire infdrieur d 
5 10 000 daltons dans un echantillon liquide. par utilisation d'un systdme alliant la 
chimie seche et la chromatographie. Tutilisation de paires d'affinites de type 
antigene-anticorps ou streptavidine-biotine, un systeme simple de marquage, le 
tout permettant une lecture directe de la presence ou de Tabsence de la 
molecule recherchee dans rechantillon et permettant de iier directement le 
10 signal observe a la concentration de la substance recherchee. 

Les haptenes sont de petites molecules, de nature chimique diverse et de 
poids moleculaire infdrieur a 10 000 daltons. lis ont la particularity de ne pas 
etre immunogdnes. Ainsi. pour avoir des anticorps anti-haptenes, il est 
necessaire de les coupler au prealable d une macromolecule dite proteine 
15 porteuse qui est choisie habituellement parmi les proteines suivantes : s^rum 
albumine. thyroglobuline, ovalbumine, fibrinog§ne et Keyhole Lympet 
Hemocyanine (KLH). 

Les haptenes sont des substances ayant une grande diversite de groupes 
reactifs. Ces groupes constituent non seulement les Elements servant de base a 
20 leur couplage mais aussi leurs immunodeterminants qui les distinguent des 
molecules qui leur sont analogues sur le plan structural. 

Gen^ralement, Tutilisation de ces groupes dans les couplages fait 
decroitre la specificite des anticorps anti-haptdnes. 

Meme si dans certaines situations (en particulier «rabus de drogues) la 
25 reconnaissance d'une large gamme d'haptenes est recommandee, la recherche 
d'une excellente specificite reste cependant de rigueur. 

Cet objectif d'optimisation de la specificite des anticorps anti-haptenes est 
attaint a partir d'une demarche incluant : 

- la choix d'un groupe reactif commun aux molecules proches sur le plan 
30 structural (analogues structuraux), 

- Tutilisation d'un espaceur entre I'haptene et la proteine porteuse. 

Le dosage des haptenes dans un Echantillon et notamment dans les 
fiuides biologiques ndcessite Tobtention d' anticorps de qualite tres spdcifique. 
L'« haptenation » des macromolecules constitue une Etape cruciale qu'il 
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convient de bien maitrlser ; il faut 6viter en particulier le pi6ge de la formation 
d'anticorps anti-prot§ine porteuse. Dans robtention des anticorps anti-haptenes. 
Van Weemans et Schuurs (1). (2). (3), ont depuis longtemps d6montr6 
I'existence de trois types d'h6t6rologie : 

- I'utilisation de diff6rents agents de couplage permet de distinguer une 
h^terologie de liaison (« bridge heterology »), 

- le choix de diff^rents sites de couplage sur les molecules d'haptenes 
permet le ddveloppement d'une hdterologie de sites, 

- une troisidme h6terologie conceme le cas ou differents haptdnes 
proches structurellement sont coupl6s d partir d'un m6me site en utilisant le 
m6me agent de couplage. 

La liaison proteine-haptdne qui determine la quality de I'immunogene et, 
par la suite celle de I'anticorps, a lieu au niveau des groupes les plus reactifs. 
Les groupes e et a amines (pKa compris entre 8 et 10), sulfhydriques, 
phenoliques (pKa de 9), imidazoles (pKa de 7) et carboxyliques (pKa compris 
entre 2 et 4) sont generalement utilises pour ces liaisons prot§ine-hapt§ne. 

Le pKa. c'est-^-dire le pH auquel la moiti6 des groupes est protonee, 
determine le changement de la rdactivite en fonction du pH; les formes non 
proton6es des groupes nucleophiles sont celles qui sont reactives. 

Enfin, la reactivite des groupes de liaison des haptenes depend aussi du 
micro-environnement du r^sidu a coupler. 

Le dosage des haptenes nScessite au minimum plusieurs elements : 

- un anticorps d'excellente quality, 

- un systeme de dosage performant comprenant une phase solide et un 
systeme de revelation trds sensible. 

En tant que petites molecules, les haptenes sont doses pref6rentiellement 
par un systeme de competition. II s'agit en r6alite de la competition entre 
I'haptene a doser et l'hapt§ne marque pour des sites limites d'anticorps anti- 
haptene. Le signal observe est done, par definition, inversement proportionnel e 
la concentration d'haptene dans le fluide k doser : plus il y a d'haptene e doser 
plus le signal mesure sera faible et reciproquement. plus le signal mesur6 est 
eieve, plus faible est la concentration de I'haptene k doser. 
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Comme dans tous les systdmes de competition, la mesure de ia 
substance d doser est faite de fapon indirecte. Ce qui pose des problemes 
notamment dans les tests dits rapides a lecture directe sans instrumentation 
particuli^re, et dont Tinterpr^tation doit dtre par consequent tres aisee. 

5 De nombreux tests de diagnostic rapide de type bandelette ou apparente 

utilisant la migration par chromatographie ou par capillarite de substances 
susceptibles de former des paires d'affinit^ avec des ligands et Tobservation de 
la reaction ou de la non reaction avec ledit ligand ont ete deaits. Aussi bien des 
methodes par competition ou des mdthodes sandwich ont ete developpees 

10 extensivement et de nombreux brevets ou demandes de brevets decrivent de 
tels systemes ; parmi les plus proches du systeme de ('invention nous pouvons 
citer le brevet EP 306 772 decrivant un dispositif pour analyse rapide base sur 
un systeme de chromatographie et dans lequei un moyen d'absorption des 
iiquides en aval permet d'absorber les liquides reactionnels ; ce systeme 

15 comporte au niveau d'une fenetre de lecture un reactif permettant de detecter la 
presence de rechantillon. Dependant ce systeme est adapte a la determination 
directe d'une grosse molecule de type proteine. 

La demande de brevet WO 91/12528 est relative a un dispositif de 
diagnostic rapide utilisant le principe de la chromatographie allie a la chimie 

20 seche et dans lequei un systeme de capture de type avidine-biotine ou 
streptavidine-biotine permet de retenir au cours de la migration 
chromatographique un ligand prealablement couple a la biotine. Le dispositif 
decrit dans cette demande de brevet permet de mettre en oeuvre des reactions 
de type sandwich entre deux substances immunologiquement reactives de type 

25 antigene-anticorps ou encore des reactions de type competition. Rien n'est dit 
dans cette demande de brevet sur la fa^on dont on pourrait de fagon directe soit 
simple soit par une methode sandwich doser des petites molecules de poids 
moieculaire inferieur a 10 000 daltons. 

Dans Tensemble des differentes publications decrivant des tests de 

30 diagnostic, peu sont consacrees a la detection de petites molecules. Parmi 
celles-ci on peut citer le brevet US 4 358 535, dans lequei Falkow et al; 
decrivent une methodologie pour la detection, de sequence d'ADN associee e 
des maladies et dans lequei la sequence d'ADN est fixee sous forme denaturee, 
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Simple chalne sur un support de type nitrocellulose. Une sonde 
polynucl6otidique marquee specifique d'une sequence d'ADN particuliere est 
ators mise en contact avec rechantillon dans des conditions d'hybridation ; ce 
dispositif ndcessite une etape de lavage pour enlever les sondes non hybrid§es. 

Dans le brevet US 3 893 808, Campbell d6crit un test de type bandelette 
pour la ddtectlon de contamination en plomb dans les carburants d'automobile. 
La bandelette ainsi d6crite comprend trois zones : la premiere est impregnee 
d'iode. la seconde est traitee avec un melange d'iode et d'iodure de potassium; 
aprds application d'un 6chantlllon du carburant sur la bandelette II y a migration 
par capillarity d travers les deux zones jusqu'd une troisieme zone oCi un 
indicateur est ajout6 ; la presence de plomb est rev§lee par une coloration au 
niveau de la troisieme zone par formation d'un complexe. 

Dans le brevet US 3 895 914. Alberty et al. decrivent un test bandelette 
pour la detection de I'acide barbiturique et de leurs derives dans des fluides 
biologiques. Le principe de cette methode est la formation d'un complexe 
mercure-barbiturate et la determination du mercure dans le complexe. La 
bandelette comprend un papier hydrophile ayant trois zones : la premiere est 
impregnee avec un acide pour acidifier globalement l'6chantillon. la deuxieme 
est impregnee avec un acetate de mercure tamponne capable de reagir pour 
former un complexe mercure barbiturate ; la troisieme zone est impregnee avec 
un compose indicateur de la presence de mercure tel le diphenyl carbazone. Ce 
syst6me qui semble etre I'^tat de la technique le plus proche pour le dosage de 
petites molecules est malgre tout tres eloigne du systeme propos6 de invention 
dans lequel la lecture directe peut se faire par marquage d'un conjugue 
25 susceptible de se Her avec la molecule recherchee lorsqu'elle est pr6sente, le 
complexe 6tant alors capable d'6tre capture par un ligand specifique du 
complexe form§ entre le conjugu6 et la molecule a rechercher. D'autres 
systemes existent et forment I'arriere-plan technologique. 

Le brevet EP 262 328 decrit dgalement une bandelette pour I'analyse d'un 
30 analyte dans un echantillon biologique au moyen d'une serie s6quentielle de 
reactions la bandelette etant constitute d'un mat6riau capillaire pour 
chromatographic et capable de transporter rapidement des r6actifs de 
rechantillon non immobilise au depart au moyen d'un solvant 
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chromatographique ; cette bandelette est constituee de trois parties : un 
reservoir de depart , un reservoir a I'arriv^e et entre les deux une s^rie de zones 
imprdgndes avec des r^actifs mobiles ou immobilises permettant des reactions 
sp^cifiques avec Tanalyte. Ce systeme est cependant incapable de fonctionner 
5 en chimie sSche (sans addition de solvent) et en outre il implique une s6rie de 
manipulations pour eventuellement modifier les tampons de chromatographies 
manipulation incompatible avec un test rapide et peu onereux. 

A notre connaissance aucun test de diagnostic rapide n'a ete ddcrit en 
vue d'une application simple qui est Tanalyse et le dosage d'un haptene dans un 

10 dchantillon par lecture directe et sans manipulation autre que la mise en contact 
du dispositif avec r^chantillon a analyser, ce qui est I'objet de la pr^sente 
invention. Elle permet de pallier aux difficultes d'interprdtation inherentes aux 
tests par competition qui existent aujourd'hui pour doser les hapt^nes, et de 
proposer aux usagers un moyen simple de d^tecter la presence d'un haptene, 

15 par exemple d'une drogue dans un echantillon biologique. Une application 
particulierement attendue est celle d'un dosage rapide de Texistence d'une 
drogue dans le sang ou Turine d*un individu dans un service d'urgence, ou une 
information precise sur la drogue utilisee est necessaire. D'autres types 
d'applications peuvent dtre envisagees notamment le suivi d'un traitement 

20 medicamenteux par exemple par des opiaces. des utilisations de type 
« m^decine legale » permettant eventuellement de faire des tests sur sites etc... 

Le systeme propose par la presente invention et qui permet d'effectuer 
une lecture directe permettant de relier la concentration de la substance a doser 
au signal observe, consiste en un dispositif constitud d'un support hydrophile 

25 dans lequel un liquide est susceptible de migrer par capiilarite, ayant une 
pluralite de regions distinctes dans lesquelles les reactifs sont deposes et/ou 
s^ches, et permettant Tanalyse rapide et la caract^risation de la presence d'une 
molecule de poids moleculaire inferieur S 10 000 daltons. (ou haptdne), et 
present dans un echantillon, ce dispositif etant caracterisd par le fait qu'il est 

30 constitue au moins des zones suivantes : 

a) une zone de reception de i'echantillon a tester, 

b) une zone reservoir contenant un conjugue possedant la double 
caracteristique d'etre marqu^ par un marqueur permettant sa detection directe et 



wo 96/10179 



o 

PCr/FR9»012S9 



6 

d'fetre un ligand pour la molecule h analyser, ces deux zones a) et b) §tanl 
superpos§es ou sequentielles, 

c) de deux barrieres successives constitutes de moitits de paires d'affinitt dont 
I'une retient ledit conjugu6 lors de sa migration sur le support en I'absence de la 

5 molecule recherchte dans I'Schantillon, appel6e bamere de lecture negative et 
I'autre retient ledit conjugu6 en presence de la molecule recherchde, cette 
demifere 6tant alors Ii6e directement ou indirectement audit conjugu6. cette 
deuxidme bani6re 6tant alors une zone de lecture positive de la r6action. 

d) un moyen absorbant et contigu au support hydrophile pemiettant de favoriser 
10 le flux de liquide depuis la zone a) de r6ception de I'dchantillon i travers les 

autres zones constitutives dudit dispositif, 

le support hydrophile et le moyen absortjant 6tant fixes sur un film de 

polyethylene de type « Mylar », I'ensemble 6tant positionne dans un bottier muni 

d'un receptacle d I'aplomb de la zone a) acceptant 0,05 d 0,5 ml de liquide a 
15 tester et de deux fen§tres a I'aplomb des deux bameres successives, permettant 

la lecture du resultat positif ou negatif de la reaction par I'observation du 

marquage lie au conjugue. 

Dans le dispositif ainsi dtcrit. le reservoir est constitu6 d'un materiau 

choisi parmi la fibre de verre, la cellulose, les derives de cellulose, le nylon, des 
20 polymeres fibreux ou microporeux de type polyester haute densite, des fibres 

d'origine veg6tale. animate ou synthetique sous forme de poudres de comprim6s 

ou de couches multiples ou de ouate de cellulose. 

Dans un mode de realisation simplifie, les zones a) et b) ne ferment 

qu'une seule zone, et I'echantillon est depose dans un receptacle a I'aplomb du 
2S reservoir. 

Le marquage du conjugue doit etre un marquage simple de lecture directe 
et dans lequel I'intensitt de la rev§lation est li§e directement a la quantite de 
produit se trouvant dans rechantlllon. 

Dans le dispositif de I" invention le conjugu6 est marque soit par des 
30 particules colloidales contenant un metal, de preference de Tor, soit par un 
marqueur organo-metallique. Le marquage d'un rtactif par des particules d'or 
colloidal a 6t6 decrit et utilise dans de nombreux tests de diagnostic notamment 
les demandes de brevet WO/9112528 ou le brevet US 4 859 612 ou les 
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demandes de brevet EP 291 194 et EP 560 411, II faut citer enfin les brevets EP 
250137 et EP258 963. 

invention consiste non pas a mettre en oeuvre un marquage par des 
particules colloTdales mais a utiliser ce marquage dans une combinaison mettant 
5 en jeu une zone reservoir cx)ntenant un conjugue deshydrat^, les deux barri6res 
de-capture successives permettant d'avoir un signal que la reponse soil positive 
ou negative, et une grande stabilite du produit par le fait que Tensemble des 
Elements constitutlfs du dispositif sont ddshydratds aprds leur ddpdt permettant 
une conservation desdits dispositifs d temperature ambiante pendant une dur6e 
10 de plusieurs semaines a plusieurs mois. 

Un des systemes de capture utilise particulierement performant est le 
systeme avidine-biotine ou streptavidine-biotine. 

II constitue Tun des systemes les plus importants pour les tests de 
diagnostic. 

15 L'avidine a une affinite exceptionnellement 6levee pour la biotine (10'^^ M). 

La biotine est facilement couplee aux macromolecules notamment les proteines, 
sans perte d'activite. 

L'avidine est tres stable et possede plusieurs sites de liaison et pourrait servir de 
molecule de pontage entre d'autres molecules biotinylees. 
20 Ces proprietes iui permettent une considerable augmentation de la detectabilite 
(due a de faibles bruits de fond) dans les tests immunoiogiques. 
La biotine est Tun des douze facteurs hydrosolubles du complexe vitaminique B 
et constitue dgalement un coenzyme pour les enzymes impliques dans la 
carboxylation. 

25 L'avidine est tr^s stable sur une large gamme de pH et de temperature et le 
complexe avidine-biotine a Iui-m6me une grande stability par rapport d la 
chaleur et les enzymes proteolytiques. 

L'avidine est une glycoproteine basique avec un pi de 10,5 ; elle peut §tre 
cristallisee a partir de solutions salines de pH compris entre 5 et 7. 
30 Elle a quatre sous-unites de 15 600 KD chacune et est egalement sensible a la 
lumlere forte. 

Elle est absort>ee sur le verre, comme generalement tous les solutes basiques. 
En revanche, une faible absorption sur le polyethylene est aussi observee. 
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Chaque sous-unite de Tavidine est capable de se lier a la biotine dans une 
gamme de pH comprise entre 2 et 1 3. 

Les sites de liaison de la biotine par Tavidine sont tres profonds. Chaque atome 
de la biotine contribue fortement a cette interaction. Ainsi, plusieurs analogues 

5 ou de petits fragments de biotine (ur6e, glycol, tetrahydrofurane, acide 
caproique) sont susceptibles d'inhiber Tinteraction avidine-biotine. 
Uenfouissement relativement profond de la biotine est responsable de la tres 
forte affinite. Cependant les quatre sites de liaison ne sont pas distribues de la 
m§me fagon : deux sites sont trouvds tres proches Tun de I'autre et, ainsi chaque 

10 paire de sites de liaison fixerait uniquement une prot6ine biotinylee. Ainsi, 
contrairement d ce qui est communement admis, I'avidine avec ses paires de 
sites de liaison, se comporterait plus comme un agent de pontage entre deux 
proteines biotinylees plutdt que comme agent d'amplification. 
Une proteine proche de I'avidine. la streptavidine provenant de Streptomyces 

15 avidiini est utilisee avec un gros avantage qui est celui d'avoir un bruit de fond 
plus faible. 

La streptavidine est une proteine extra-cellulaire de Streptomyces avidiini et sa 

partie fonctionnelle a un PM de 47 KD et comporte 4 sous-unites, ayant chacune 

un site de liaison de la biotine. 
20 La liaison de I'avidine a la biotine n'est pas perturb6e par des pH extremes, des 

sels ou meme des agents chaotropiques comme Thydrochlorure de guanidine 

(jusqu'a 3 M), I'uree, le chlorure de guanidine. etc... 

En dehors des paires d'affinite antigenes/anticorps, ou avidine, ou 

streptavidine/biotine, d'autres systemes de paires d'affinite peuvent etre 
25 rappeles ici et utilises dans le dispositif de invention. 

II s'agit du systeme proteine A/immunoglobuline (Ig) : 

La proteine A est extraite de la parol cellulaire cfe Staphylococcus aureus. 

Elle a une forte affinite pour le fragment Fc de la plupart des Ig. Son PM est 

compris entre 42 et 56 KD et son pi est de 5.1. La constante d'equilibre de la 
30 Proteine A avec les IgG varie consid6rablement selon les especes et le pH. mais 

la liaison de I'antigene au Fab augmente Taffinite entre le fragment Fc des Ig et 

la Proteine A. 
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Le complexe Prot^ine A-lg n'est pas affects par TEDTA ni par de faibles 
concentrations de d6tergents (Tween, Triton X-100, Brij) souvent utilisees dans 
les tests tmmunoiogiques. 

Ce systdme peut etre etendu d d'autres proteines sp^cifiques de liaison 
5 des immunoglobulines. par exemple. la protSine G. Un autre systeme d'affinit^ 
utilisable dans le dosage des haptenes est celui des lectines et carbohydrates ; 
la concanavaline A (Con A ) est constituee de sous-unites de 26 KO qui 
formeraient un tetramere. Chaque sous-unite contient un Mn^^ et un Ca^^ qui 
sont necessaires pour i'activit^ de la Con A. De mdme. chaque sous-unite a un 
10 site de liaison de carbohydrate. Cependant, des exc^s de metal empdchent cette 
activity. 

De la m§me fapon que le conjugue peut 6tre marque par des particules 
collotdaies et notamment par des particules d'or colloTdal. 11 peut etre marqud par 
un marqueur organomdtallique permettant de r^v^ler la presence du produit par 

15 detection infrarouge, la longueur d'onde d'observation etant dependante du 
marqueur utilise ; Tavantage d'utiliser ce type de marqueur organomdtallique est 
que par une utilisation simultande de plusieurs marqueurs diff§rents S savoir 
revelables a des longueurs d'ondes differentes en infrarouge, il est possible sur 
le m§me dispositif de proceder a des recherches et des caractehsations de 

20 differentes molecules presentes dans le m§me echantillon du dans des 
6chantiltons differents. Pour etre lu, le dispositif de Tinvention dans lequel le 
conjugue est marque par un marqueur de type organom6tallique, necessite 
Tutilisation d'un lecteur simple dans lequel ledit dispositif est dispose aprds 
depot et migration de Techantiilon. 

25 Dans le dispositif de I'invention, le moyen absorbent qui permet de drainer 

le liquide de Techantitlon depose au niveau du receptacle pr^vu S cet effet est 
constitud d'un materiau hygroscopique, notamment des derives de cellulose ou 
la ouate de cellulose, le nylon, des polymeres fibreux ou microporeux de type 
polyester haute densite, des fibres d*origine vegetale, animale ou synthStique 

30 sous forme de poudres de comprimes ou de couches multiples. 

L'invention est relative egalement d un precede d'analyse rapide et de 
caracterisation de la presence d'une molecule de poids mol^culaire infdrieur a 
10 000 daltons, ou heptane, dans un echantillon liquide . ledit proc^dd dtant 
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caracterise en ce qu'il utilise un dispositif tel que decrit dans ses diff6rents 
modes realisation ci-dessus et dans les exemples ci-apr6s et constitud tfun 
support hydrophile dans lequel un liquide est susceptible de migrer par 
capillarite, ayant une pluralite de regions distinctes dans lesquelles les r6actifs 
5 sont deposes par impregnation et seches. ce dispositif etant constitue au moins 
des zones suivantes: 

a) une zone de reception de r6chantillon a tester, 

b) une zone reservoir contenant un conjugue possedant la double 
caracteristique d'dtre marque par un marqueur permettant sa d6tectlon directe et 

10 d'6tre un ligand pour la molecule analyser, ces deux zones 6tant superpos§es 
ou sequentielles, 

c) de deux barrieres successives constituees de moiti6s de paires d'affinit6 dont 
rune retient ledit conjugu§ lors de sa migration sur le support en I'absence de ia 
molecule recherch6e dans rectiantillon. appel6e barriere de lecture negative et 

15 I'autre retient ledit conjugue en presence de la mol6cule recherchee, cette 
derniere 6tant alors li§e directement ou indirectement audit conjugu6. cette 
deuxieme barriere 6tant alors une zone de lecture positive de la reaction 

d) d'un moyen absorbent et contigu au support hydrophile permettant de 
favoriser le flux de liquide depuis la zone a) de reception de I'echantillon d 

20 travers les autres zones constitutives dudit dispositif, 

le support hydrophile et le moyen absorbent 6tant fixes sur un film de 
polyethylene de type « Mylar », Tensemble §tant positionne dans un boitier muni 
d*un receptacle a I'aplomb de la zone a) acceptant 0,05 a 0,5 ml de liquide a 
tester et de deux fenetres a Taplomb des deux barrieres successives , 

25 permettant la lecture du resultat positif ou negatif de la reaction par I'observation 
du marquage lie au conjugue. 

ledit precede comprenant le depot de 0,05 a 0,5 ml d'echantillon a tester dans la 
zone de reception prevue a cet effet, suivi de I'observation directe ou indirecte 
par tout moyen optique approprie du resultat obtenu au niveau des barrieres de 
30 lecture positive et negative . 

L'utilisation d'un dispositif tel que decrit ci-dessus pour dStecter et 
caracteriser la presence d'un haptene dans un echantillon liquide est partie 
integrante de I'invention. Tout type de molecule ayant son poids inf6rieur a 
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10 000 daltons peut dtre analyse et dose par un dispositif tel que decrit plus 
haut; mais Tinvention est particuli^rement avantageuse quand Thaptdne est une 
drogue que Ton cherche a detecter dans un fluide biologtque, ce fluide pouvant 
dtre le sang, Turine ou la salive. 
5 L'existence d'un diagnostic rapide parait particulierement avantageuse 

lorsque Ton suspecte rutilisation chez un patient d'une drogue (« drug abuse ») 
ou tors d'un traitement m^dicamenteux par des drogues ^ effets secondaires. 
Les drogues dont la caracterisation ou le suivi de leur presence dans un fluide 
biologique peuvent 6tre particulierement pr6cieux sont, sans caractdre limitatif 
10 mais pour §tre les plus importantes, incluses dans Tune des classes suivantes : 

- les opiacds, ou alcaloides dont la morphine, ThdroTne. la codeine, le 
dextromethorphane, ou leurs derives et metabolites 

- les opiaces de synthese. dont la methadone, le propoxyphene, la 
phenylcyclidine, dehves et metabolites, ^ 

15 - les cannabinoides dont le 9'tetrahydrocannabiol (ou cannabis), la cocaine , le 
L.S.D., le benzoTI d'ecgonine, la marijuana, leurs derives et metabolites, 

- les amphetamines, le MDM(ecstazy), le 2,5 imethyoxy-4Methamphetamine , les 
catecholamines inciuant Tephedrine, la L-Dopa, I'epinephrine, la narcine, la 
papaverine ou leurs derives et metabolites, 

20 - les derives ou metabolites de Tacide barbiturique dont le phenobarbital, le 
secobarbital, la primidone, rethosuccimide. la diphenylhydantoine, 

- les benzodiazepines, leurs derives et metabolites, 

• les steroTdes inciuant les oestrogenes, les androgenes, les steroTdes 
adrenocorticaux. leurs derives et metabolites, 
23 - les glycosides et aglycones inciuant la digoxine, la digoxigenine, les saponines 
et sapogenines. leurs derives et metabolites, 

- les substances mimant les steroldes, tel le diethylsilbestroL 

Uhomme du metier saura bien entendu adapter le principe du dispositif et 
du precede de dosage a la molecule qu'il souhatte doser en respectant les 
30 principes memes de ce dispositif tels que decrits sommairement ci-dessus et 
detailies ci-apres dans les exemples. Ce test de diagnostic permet done en une 
seule etape, sans etape de lavage ni de revelation enzymatique, ni utilisation 
d'appareillage complexe. ni de connaissances techniques particulieres de 
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detecter et doser la pr§sence d'un haptene dans un echantillon : le manipulateur 
applique directement l'§chantjllon a doser dans le receptacle prevu d cet effet 
par exemple ^ I'aplomb du reservoir contenant le conjugu§ et laisse la migration 
se poursuivre pendant quelques minutes. Que les 6chantillons contiennent ou ne 
contiennent pas la molecule recherchee, Tune ou I'autre des deux bandes de 
capture va capturer le conjugue marque ; I'existence de ces deux bandes de 
capture positive et negative confere au dispositif un controle interne de bon 
fonctionnement de la reaction. En outre le fait d'avoir une zone de capture aussi 
bien pour une reaction positive que pour une reaction negative permet de 
concentrer les reactifs au niveau d'une bande quel que soit le r^sultat. et par 
consequent de doser de faibles quantites de molecules recherch6es avec une 
grande fiabilit§. En outre ce test peut 6tre quantitatif grice aux caract6ristiques 
intrins6ques des reactifs : en effet une coloration apparait a partir d'une 
concentration pred6terminee de I'haptene a doser, liee a un equilibre entre le 
conjugue et le marquage de ce conjugu6. Enfin ce type de test pr6sente un cout 
unitaire tr§s faible et permet done de I'utiliser de fa^on extensive sur un site soit 
a titre de diagnostic soit d titre de pr6diagnostic et d'orientation d'un traitement 
eventuel. 

Enfin I'homme du metier saura extrapoler les principes de fonctionnement 
de ce dispositif S tout test permettant de doser simultan6ment plusieurs 
molecules soit sous forme de bandelettes « multistrip » soit en forme de disques 
comprenant des quartiers dont les barrieres sont impregnees de reactifs 
specifiques d'un haptene donne et differents d'un quartier ^ I'autre soit toute 
autre geometric permettant de fagon simple de discriminer entre les differentes 
molecules recherchees au sein dun meme echantillon ou d'un m6lange 
d'^chantillons. 

Les exemples ci-apres qui sont relatifs a des realisation de dispositifs possibles 
pour le dosage de I'amphetamine permettront aux lecteurs de bien saisir tous les 
avantages de ce test quant a sa facllite de mise en oeuvre et sa fiabilite. lis ne 
sont bien evidemment pas limitatifs et ne sont la qu'k titre d'lllustration. Les 
figures 1 a 4 representent les differents dispositifs tels que d6crits dans les 
exemples 1 a 4. 
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La figure 1 represente un dispositif dans lequel le r6servoir (11) contient 
un conjugue constitue d'un anticorps anti-haptene marque et couple a la bidtine 
avec en aval, une barriere de lecture negative (21) const ituee d*haptdnes fix§s 
sur le support, susceptibles de fixer ranti*haptene de (11) lorsque celui-ci n'a 
5 pas reagi avec Thaptene de r^chantillon. et en aval une barridre de lecture 
positive est constituee de streptavidine (31) susceptible de capturer I'anti- 
haptene marque et couple d'une part a la biotine et d'autre part d Thaptene de 
rechantiilon. 

La figure la represente le dispositif dans son boitier, lequel boitier est 
10 muni d'un receptacle (5) permettant le depot de rechantiilon ; la figure 1b 
represente une vue en coupe longitudinale de profit des differents Elements du 
dispositif comprenant un filtre (6), le reservoir (11). la membrane de 
nitrocellulose (40), la zone buvard hydroscopique (50), le tout pose sur un 
support plastique de type « Mylar » (60) ; la figure 1c shematise le principe du 
15 test. La fl&che indique le sens de la migration. 

La figure 2 represente un dispositif dans lequel le reservoir (12) est rempli 
d'anticorps anti-haptene marques, en amont est present un echantillon 
d'haptdnes couples i la biotine (15), deposd et deshydrate ; la premiere barriere 
de lecture (22) est constituee de streptavidine et la deuxieme barriere de lecture 
20 est constituee d'un anticorps dirige centre Tanticorps anti-haptdne present dans 
le reservoir (12). 

La figure 2a represente le dispositif dans son boitier, lequel boUier est 
muni d'un receptacle (5) permettant le depot de Techantillon ; la figure 2b 
represente une vue en coupe longitudinale de profil des differents elements du 

25 dispositif comprenant un filtre (6), le reservoir (12), la membrane de 
nitrocellulose (40), la zone buvard hydroscopique (50), le tout pose sur un 
support plastique de type a Mylar » (60) ; la figure 2c shematise le phncipe du 
test. La fleche indique le sens de ia migration. 

La figure 3 represente un mode de realisation dans lequel le reservoir 

30 (13) contient une proteine specifique de I'haptene S doser. la premiere barriere 
(23) est constitute d'un anticorps anti-haptene et la deuxieme barriere (33) est 
constitute d'un anticorps dirige centre la proteine specifique telle que deposee 
dans le reservoir (13) ; 
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La figure 3a represente le dispositif dans son boitier, lequel boitier est 
muni d'un receptacle (5) permettant le depot de I'echantillon ; la figure 3b 
represente une vue en coupe longitudinale de profil des differents 6l6ments du 
dispositif comprenant un filtre (6), le reservoir (13). la membrane de 

5 nitrocellulose (40). la zone buvard hydroscopique (50), le tout pose sur un 
support plastique de type « Mylar » (60) ; la figure 3c shematise le principe du 
test. La fleche indique le sens de la migration. 

La figure 4 represente un modele de realisation dans lequel le reservoir 
(14) est rempll d'haptenes marqu6s, la premiere bamfere de lecture negative (24) 

10 est constituee d'un premier anticorps anti-hapt6ne et la deuxi6me barridre de 
lecture (34) dtant constitute d'un deuxitme anticorps anti-haptene, Tun et et 
rautre des deux anticorps ayant une difference d'affinites de 1 e 3 logs. 

La figure 4a represente le dispositif dans son boitier, lequel boitier est 
muni d'un receptacle (5) penmettant le depot de l'6chantillon ; la figure 4b 

15 represente une vue en coupe longitudinale de profil des differents elements du 
dispositif comprenant le filtre (6), le reservoir (14), la membrane de nitrocellulose 
(40), la zone buvard hydroscopique (50), le tout pose sur un support plastique de 
type « Mylar » (60) ; la figure 4c sh6matise le principe du test. La fieche indique 
le sens de la migration. 

20 Dans les figures 1 a 4. le materiel biologique contenu dans le reservoir est 

soit a I'aplomb. soit legerement decaie vers I'aval du receptacle d'echantillon (5). 
EXEMPLE 1 : dosage de ramphetamine selon un premier mode de 
realisation. 

Ce premier mode de realisation utilise le systeme streptavidine-biotine e titre de 
25 barriere de lecture positive de reaction. 

La figure 1 schematise le dispositif de ce mode de realisation, la zone 
reservoir contenant un conjugue constitue d'un anticorps anti-haptene marque a 
Tor colloidal, Tanti-haptene etant couple de fa^on covalente a la biotine, 

Un premiere barriere de lecture negative de la reaction est constituee 
30 d'amphetamine fixee sur le support. 

Si rechantillon dont la presence d'haptene est recherchee contient 
ramphetamine, cette derniere va alors former un complexe d'affinite avec le 
conjugue anti-haptene-biotine-or colloidal et. au cours de la migration par 
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capillarite le long du support ne pas etre retenue par la barriere tfhaptene 
(amphetamine fixee), les paratopes du conjugue 6tant alors satur6s par les 
epitopes correspondents de I'hapt^ne ; il sera au contraire capt6 au niveau de la 
barriere streptavidine par formation du complexe streptavidine/biotine-conjugu6 ; 

5 si au contraire T^chantillon ne contient pas d'amphetamine, alors la migration du 
conjugue va, au niveau de la premiere barriere d'amphetamine fixee, conduire a 
la formation d'un complexe amphetamine/conjugu6 et la coloration alors va se 
r^v^ler au niveau de cette premiere barriere. 

Autrement dit le marquage au niveau de la premiere fenetre 

10 correspondent a la barriere d'haptenes indique Tabsence d*hapt6ne dans 
r^chantillon ; la coloration au niveau de la deuxieme fenetre de lecture, au 
niveau de la streptavidine fixee, indique la presence d'haptene dans 
r^chantillon. 

Mais en tout ^tat de cause, une coloration doit apparaitre au niveau de 
15 rune ou rautre barriere. 

Preparation du dispositif . 

a) Preparation du conjugu^ anti-amphdtamine-biotine. 

La biotine NHS est utilis6e pour le couplage a Tanticorps anti-amphetamine. Les 
esters N-hydroxysuccinimide reagissent avec des amines primaires pour former 

20 des liaisons amides. La reaction consiste generalement en une attaque 
nucleophile d'une amine (e pour la plupart des cas). Le resultat en est la 
formation d'une liaison amide stable avec production de N-hydroxysuccinimide. 
Cette reaction est favorisee par les pH alcalins favorables a Tetat non protone 
des amides. Certaines precautions doivent etre prises pour Tutilisation de ce 

25 type d'esters qui sont peu solubles dans I'eau ; ainsi une presolubilisation dans 
du dimethyl sulfoxyde (DMSO) ou dans du dimethyl formamide (DMF) est 
souvent recommandee. L'utilisation de tampons contenant des amines comme 
les Tris et les azides est formellement deconseill^e. L'hydrolyse de Tester NHS 
est habituellement la seule reaction qui poun^ait interferer avec le couplage lui- 

30 m§me. Cette reaction d'hydrolyse est favorisee par les solutions de proteines 
tres diluees ; elle n'a pas lieu avec des solutions de proteines concentr^es. 

Reactifs de biotinvlation 
Materiel 
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Solution d'anticorps a lOmg/ml dans du PBS 
Biotine NHS (CALBIOCHEM Ref. 203188) 
Tampon carbonate-bicarbonate 0,1 M pH 9.5 
Dimethysulfoxide (DMSO) (Prolabo Ref. 23486297). 

5 

- Protocole 

1. Dialyser la solution d'anticorps centre du tampon carbonate-bicarbonate 0.1 M 
pH 9.5. 

2. Preparer une solution de biotine S 100 mM en DMSO. 

10 3. M^langer la biotine & la solution d'anticorps afin d'6tre a 10 mM final en 
biotine. 

4. Amener la concentration en proteine a 4 mg/ml en ajoutant du tampon 
carbonate-bicarbonate 100 mM pH 9.5. 

5. Incuber 1 heure. a temperature ambiante. sous agitation. 
15 6. Dialyser la solution centre Tampon borate 2 mM pH 9.0. 

7. Stocker a 4^*0. Ne pas congeler. 

b) Preparation du traceur anti-amph6tamine-biotine-Or colloYdal 

La traceur a un role capital: il permet la lecture du resultat du test. 

De plus, le choix des conditions de fabrication des particules d*or est tres 
20 important dans la mesure ou leur taille conditionne les performances de 

migration du test. 

b1 ) Protocole de fabrication des particules d'or colloidal 

1. Les recipients utilises devront etre laves soigneusement. rinces a I'eau 

demineralisee et silicones. 
25 2. Preparer une solution d'acide chloroaurique a 0.01% dans de I'eau 

demineralisee. 

3. Preparer une solution de citrate de sodium a 1 % dans de Teau demineralisee. 

4. Porter a ebullition le volume necessaire de solution d'acide chloroaurique. 

5. Laisser bouillir pendant 10 minutes. 

30 6. Ajouter la solution de citrate de sodium de fa^on d obtenir une concentration 
finale en citrate de sodium de 0,7%. 
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7. Laisser sous agitation pendant 20 minutes (la solution vire au bleu en 10 
minutes puis au rouge en 15 minutes apres addition de la solution de citrate de 
sodium). 

b2) Protocole de fabrication du coniuau6 
Dans le cas ou un anticorps monoclonal est utilise, le point iso^lectrique est 
prdalabiement d6termin6 par electrophorese en iso^lectrofocalisation (lEF). 
L'anticorps est dialys6 pendant 2 heures S temperature ambiante centre une 
solution de borate de sodium d 2 mM tamponn^e d un pH superieur de 0.5 unit6 
au point isoelectrique de Tanticorps considers. 

La concentration de la solution d'anticorps est ajust^e S 0.1 mg/ml avec la 
solution borate de sodium a 2 mM tamponnSe a pH9. 

A 2 ml de la solution d'anticorps sont ajoutSs 20 ml d'une suspension de micro 
particules d'or colloidal dont le diametre moyen est compris entre 10 et 30 nm. 
Le melange est mis sous agitation pendant 5 minutes d temperature ambiante. 
II est centrifuge a 15 OOOg pendant 30 minutes et a 4''C. 

Le surnageant est elimine et le culot est repris dans 5 ml d'une solution de Tris 
20 mM tamponnee a pH 7,4 et contenant 1% de s6rum albumine bovine 0,1% de 
Tween 20 0.5% de polyethylene glycol 3000. 

Le melange reactionnel est a. nouveau centrifuge 2 fois dans les memes 
conditions. A Tissue de la troisieme centrifugation, le culot est repris dans 1 ml 
d'une solution de Tris 20 mM tamponnee a pH 7,4 et contenant 1% de serum 
albumine, 0,1% de Tween 20 et 0,5% de poly6thyl6ne glycol 3000. 
La densite optique de la solution est mesuree a 595 nm. 
La solution de traceur ainsi obtenue est stable 6 mois a.4''C. 

c) Preparation du support de migration 

Ci) Preparation de Tamohetamine BSA 
En tant que petite molecule. I'amphetamine ne peut pas etre directement fixee 
sur un support solide. Un couplage prealable a une macromoiecule porteuse est 
necessairB. La BSA a ete choisie comme modele. 

La methode de Tanhydride mixta peut &tre utiltsee pour coupler I'amphetamine d 
la BSA (Erianger et al 1959), (4). 
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A 7,94 [iwo\es de BSA, ajouter 15,9 pmoles de tri-n-butylamine et 8 pmoles 
d'isobutylchlorocarbonate. La BSA 1125 (200 000 dpm. 300pg) est ajoutde au 
debut de la reaction pour servir de marqueur. 

Apr§s 30 mn d'agitation ^ 10'C. ajouter 0.3 moles d'amphStamine. Le mSlange 
5 dont le pH est ajuste a 9.5 par la soude est conserv§ pendant 3 heures a 4'C. II 
est ensulte dialyse centre de I'eau distill6e pendant une nuit a 4'C. Le pH du 
dialysat ajuste a 4.5 par de I'HCi 10.1 N et apres une nuit a 4'C la suspension 
obtenue est centrifugee pendant 20 mn a 3000 tr/mn. Le precipite est dissout 
dans un volume minimum d'eau (<lml) puis il est lyophilise et garde a -20'C. 
10 Par cette m6thode. on amve it coupler 25 +3 moles d'amphetamine par mole de 
BSA. 

Coating de la streotavidine. de ramph6tamine et de l antic oros antl-souris 
D6poser Ipl de streptavidine i lOmg/ml dans du PBS 
Deposer lyl de BSA-amphetamine a 4mg/ml dans du PBS 
15 Deposer Ipl d'anticorps anti-Ig de souris a lOmg/ml dans le tampon Acetate 
O.IMpH 4.7. 

Attendre 1 5 mn a temperature ambiante. 
Immerger dans PBS Sucrose 5% Lait 0,5% 

Laisser sous agitation pendant 30 minutes a temperature ambiante (T.A). 
20 Laver avec du PBS en agltant pendant 15 minutes. 
Eliminer le PBS. 

Immerger dans une solution de PVA (Polyvinyl-alcool) a 2%. 
Laisser 30 minutes sous agitation. 

Eliminer la solution de PVA et faire secher le support a temperature ambiante. 
25 Avant utilisation, garder le support sous vide dans du papier aluminium, ^ 

temperature ambiante. 

Preparation du reservoir de coniuoue 

Immerger la feuille de fibre de verre (GF) (200X250 mm) dans la solution de 

saturation (PBS/Lait 1% Sucrose 5%). 
30 Laisser 15 minutes a temperature ambiante. 

Laisser s6cher 1 nuit a 37*C. 

D^pdt du conjugue par spot de 10 pi 

Laisser s6cher au moins une heure a temperature ambiante. 
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Protocole du test 

Deposer 200 |jl d'echantillon au niveau du receptacle. Attendre 5 minutes de 
migration d temperature ambtante. 
Lire le resultat au niveau des fendtres de lecture. 
5 Echantillon positif 

Apparition de signal au niveau de la seconde fenetre de lecture marquee Positif. 
Ce signal correspond a Tarret du complexe Amphetamtne-Anti-Amphdtamine-Or 
colloTdal-Biotine par la streptavidine. 
Echantillon neoatif 

10 Apparition de signal au niveau de la premiere fen§tre de lecture marquee 
Negatif. Ce signal correspond S rarr§t du conjugu§ par la barridre 
d'amph^tamine. 

EXEMPLE 2 : Dosage de ramph^tamine en utilisant le mode de realisation 
012, 

15 La figure 2 est une representation schematique de ce mode de realisation dans 
lequel le conjugue est constituS d'un anticorps anti-amphetamine lie e Tor 
colloidal depose dans le reservoir et s^che, et en amont dudit conjugue ou 
contigu dans le reservoir mais non melange au conjugue, un echantillon 
d'amphetamine coupiee a la biotine est egalement depose puis deshydrate. 

20 La bandelette est constituee en aval du reservoir d'une barriere de lecture 
negative constituee par de la streptavidine fixee puis d'une barriere de lecture 
positive constituee d'un anticorps dirige centre I'anticorps anti-amphetamine ; ce 
dernier etant un anticorps de souris il s'agit done d'un anticorps 
antiimmunoglobuline de souris. 

25 Preparation de la bandelette 

Deposer 1 pi de streptavidine d 10 mg/ml dans du PBS. 

Deposer Ipl d'anticorps anti-lg de souris e lOmg/ml dans le tampon Acetate 
0.1MpH4,7. 

Attendre 15 mn a temperature ambiante. 
30 Immerger dans un melange PBS, Sucrose 5% Lait 0,5%. 

Laisser sous agitation pendant 30 minutes a temperature ambiante. 
Laver avec du PBS en agitant pendant 1 5 minutes. 
Eliminer le PBS. 
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Immerger dans une solution de PVA (Polyvinyl-alcool) 0.2%. 
Laisser 30 minutes sous agitation. 

Eliminer la solution de PVA et faire secher le support d temperature ambiante. 
Avant utilisation, garder le support sous vide dans du papier aluminium, d 
s temperature ambiante. 

Preparation du reservoir coniuoue 

Immerger la feuille de fibre de verre (GF) (200X250mm) dans la solution de 
saturation 2 (PBS/Lait 1%/Sucrose 5%), 
Laisser 15 minutes k temp6rature ambiante. 
10 Laisser s6cher 1 nuit a 37*C, 

D§pdt du conjugue par spot de 10 pi. 

Laisser secher au moins une heure a temperature ambiante, 

D6p6t du complexe Amphetamine-Biotine. 

Le complexe Amph6tamine-Biotine est prepare selon la m6thode exposee plus 
15 haut. La Biotine-X-NHS est utilisee pour le couplage a la fonction amine de 
Tamph^tamine. 

10 pi d'amphetamine-biotine sont deposes sur le reservoir du conjugu6. 
Protocole du test 

Deposer 200 pi d'echantillon. Attendre 5 minutes de migration a temperature 
20 ambiante. 

Lire le resultat au niveau des fenetres de lecture. 
Echantillon positif 

L'amphetamine contenue dans rechantillon entre en competition avec 
['amphetamine couplee a la biotine (et deposee sur sa trajectoire) pour des sites 
25 limites d'anti-amphetamine marque a Tor colloidal (traceur). 

Le traceur est complexe par l'amphetamine a doser. Le complexe migre ; il est 
ensuite arrete par la barriere anticorps anti-lg de souris. 
Echantillon neoatif 

Deposer 200mI d'echantillon au niveau du puits-echantillon. L'amphetamine- 
30 biotine complexe tout le traceur anti-amph6tamine-or colloidal. Ce complexe 
moleculaire est entierement arrete au niveau de la fenetre streptavidine. La 
seconde fenStre doit rester incolore. 

EXEMPLE 3 : dosage de ramDh6tamine par le mode de r6alisation n'^S, 
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Le mode de realisation n"* 3 est represents schematiquement sur la figure 3 : 
Le conjugud est constitue d'une protSine specifique susceptible de se coupler 
avec ramphdtamine en ('occurrence ralphafoetoprotSine ou AFP, marquee a Tor 
colloTdal. En aval du reservoir dans le sens de la migration du iiquide se trouve 

s la premiere barriSre de lecture positive constituee d'un anticorps anti- 
amphStamine fix§. puis en aval la barriere de lecture negative constituee d'un 
anticorps dirige contre I'AFP. Ce syst^me est un dosage de type sandwich car si 
TamphStamine se trouve dans I'echantillon elle se retrouvera prise en sandwich 
entre TAFP d'une part et Tanticorps anti-amph§tamine fixe au niveau de la 

10 barriere de lecture positive d'autre part. 

Au contraire en Tabsence d'amphStamine dans I'echantiilon le conjugue va 
migrer jusqu'a la barriere de lecture negative ou II sera capture par Tanticorps 
anti-AFP. 

Preparation du support de mioration 
15 DSposer simultanement 3 \j\ d'anticorps anti-amphStamine et 1 pi d'anticorps 

anti-AFP. Ces deux solutions sont a 10 mg/ml dans du PBS. 

Attendre 1 5 mn a temperature ambiante. 

Immerger dans le tampon PBS Sucrose 5%, Lait 0,5%. 

Laisser sous agitation pendant 30 minutes a temperature ambiante. 
20 Laver avec du PBS en agitant pendant 1 5 minutes. 

Eliminer le PBS. 

Immerger dans une solution de PVA (Polyvinyl-alcool) a 2%. 
Laisser 30 minutes sous agitation. 

Eliminer la solution de PVA et faire secher le support a temperature ambiante. 
25 Avant utilisation, garder le support sous vide dans du papier d'aluminium, a 
temperature ambiante. 
Preparation du reservoir de coniuoue 

Immerger la feuille de fibre de verre (GF) (200X250 mm) dans la solution de 
saturation 2 (PBS /Lait 1% /Sucrose 5%). 
30 Laisser 1 5 minutes a temperature ambiante. 
Laisser secher 1 nuit a SZ'^C. 
D^pdt du conjugue par spot de lOpl. 
Laisser secher au moins une heure & temperature ambiante. 
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Protoeole du test 

D6poser 200mI d'echantillon. Attendre 5 minutes de migration i temp6rature 
ambiante. 

Lire le r6sultat au niveau des fenStres de lecture. 

5 Fchantillon positif 

D§poser 200 |jI d'echantillon au niveau du receptacle. L'amphetamine contenue 
dans r6chantillon est complexee par le traceur qui est de I'AFP marqu6e d I'or 
colloidal. Ce complexe est arrdte par I'anticorps anti-amph6tamine : il y a 
apparition de signal au niveau de la fen§tre de lecture. 

10 Echantillon neoatif 

Deposer 200 pi d'echantillon au niveau du receptacle. Le traceur ne s'arrSte 
qu'au niveau de la seconde fenitre de lecture ou est immobilise par I'anti-AFP. 
EXEMPLE 4 : dosage d'amph6tamin e utilisant a titre de coniuau6 
i'amphitamine marau6e k I'or colloidal et k titr e de banifere de lecture 

IS positive ou negative de la reaction, deux antlco nas anti-amPh^tamine avant 
des affinit6s diff^rentes DOur raitiphfetam ine comme cela est expllau6 ci- 
dessous. 

Choix des anticoros anti-amohetamine 

II s'agit d'une etape cruciale. L'affinite des anticorps pour l'amphetamine est au 
20 moins de 10'* M. Le calcul de l'affinite et le choix des anticorps sont faits a partir 

d'experiences de competition entre les differentes formes de I'haptene. 

Dans le cas de l'amphetamine, I'anticorps 1 est choisi pour avoir une affinite 

pour l'amphetamine libre de 10'"* M. En revanche, sa capacity de fixation du 

complexe amphetamine-or colloidal est plus faible. 
25 L'anticorps 2 est choisi pour avoir une affinity pour l'amphetamine de I'ordre de 

10"* a 10'' M.ll lie de la meme fagon l'amphetamine complexee a I'or colloidal. 

Preparation du support d e migration 

Coatino des anti-amohetamine 

Deposer 1 pi d'anti-amphetamine 1 a 10 mg/ml dans du PBS. 
30 Deposer 1 pi d'anti-amphetamine 2 S 5 mg/ml dans du PBS. 
Attendre 15 mn a temperature ambiante. 
Immerger dans PBS Sucrose 5% Lait 0,5% 
Laisser sous agitation pendant 30 minutes k temperature ambiante. 
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Laver avec du PBS en agitant pendant 15 minutes. 
Eliminer le PBS. 

Immerger dans une solution de PVA (Polyvinyl-alcool) a 2%. 
Laisser 30 minutes sous agitation. 
5 Eliminer la solution de PVA et faire s6cher le support a temperature ambiante. 
Avant utilisation, garder le support sous vide dans du papier aluminium, k 
temperature ambiante. 
Protocole de fabrication du coniuQue 

Le conjugud Amphetamine-or colloidal est fabrique a partir de la BSA- 
10 amphetamine, mais 11 peut egalement dtre prepare de fapon directe sans recours 
a une proteine porteuse. 

Le protocole de preparation de la BSA-amphetamine est le mdme que celui qui a 
ete expose dans I'exemple 1 . 

La BSA*amphetamine est marquee d I'or colloidal en suivant le protocole de 
15 couplage des anticorps. 

Preparation du reservoir de coniuQu6 

Immerger la feuille de fibre de verre (GF) (200X250 mm) dans la solution de 
saturation (PBS / Lait 1 % / Sucrose 5%). 
Laisser 15 minutes S Temperature Ambiante. 
20 Laisser secher 1 nuit a SZ'^C. 

Depot du conjugue par spot de 10 pi. 

Laisser secher au moins une heure a temperature ambiante. 

Protocole du test 

Deposer 200 pi d'echantillon. Attendre 5 minutes de migration a temperature 
25 ambiante. 

Lire le resultat au niveau des fenetres de lecture. 
Echantillon oositif 

L'amphetamine de rechantillon rentre en competition avec I'amphetamine 
marquee pour la fixation sur les sites de I'anticorps anti-amphetamine 1. Cette 
30 premiere barriere qui a plus d'affinite pour l'amphetamine libre, fixe celle-ci et 
laisse passer le conjugue amphetamine-or colloTdal. L'anticorps anti- 
amphetamine 2 arrete le conjugue et fait apparaitre un signal au niveau de la 
fenetre marquee Positif. 
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Frhantillon n^oatif 

En rabsence d'amph6tamine dans l'6chantillon. le traceur est arr6t6 par la 
barriere anticorps anti-amph6tamine 1. II apparait un signal au niveau de la 
fenetre marquee Negatif. 
5 Le mode de realisation de ce dosage est represents dans la figure 4. 

Ces 4 modes de realisation sont des exemples permettant a I'homme du metier 
de choisir au cas par cas les conditions experimentales de preparation et de 
preparation du dispositif et de son utilisation en fonclion de I'haptene qu'il 
souhaite doser. 

10 Dans tous les modes de realisation proposes ici le conjugu6 doit toujours 6tre en 
exces par rapport aux quantit6s suspectees d'haptfenes dans I'echantillon si Ton 
souhaite avoir une r6ponse de type Oui/Non au niveau de la bamere de lecture 
positive ou de la barriere de lecture negative. 

N6anmoins si I'homme du metier souhaite avoir une quantification de I'haptene 
15 recherche dans I'echantillon il sera alors facile pour lui de preparer plusieurs 
dispositifs. dans la geomfetrie qu'il pr6f#re, que ce soit en paralieie de type 
« multistrip » ou en 6toile ou toute g§ometrie qu'il souhaite. et dans laquelle la 
quantite de conjugue pourra etre croissante selon une courbe prealablement 
etablie, ayant permis de preparer des abaques correlant la quantity d'hapt6ne i 
20 la quantite de conjugue. 

II est clair que dans I'exemple 1 par exemple si la quantity de conjugu6 est telle 
qu'il ne peut fixer que 50% de I'amphetamine pr§sente dans I'echantillon le 
resultat sera une coloration equivalente au niveau de la barriere de lecture 
positive ou de la barriere de lecture negative ; si le conjugue ne peut lier que 
25 75% de I'amphetamine presente dans I'echantillon. la coloration sera presente 
au niveau des deux barrieres de lecture mais sera trois fois plus intense au 
niveau de la barriere de lecture positive (streptavidine) qu'au niveau de la 
barriere de lecture negative (amphetamine fixee). 

La realisation de tels types d'abaques permettant un dosage quantitatif est done 
30 d'une realisation aisSe pour I'homme du metier. 

Est egalement clair pour I'homme du metier le fait que les deux barrieres de 
lecture positive et negative peuvent selon les cas etre realisees par utilisation 
d'une substance presentant de Taffinite soit pour le conjugue. soit pour le 
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complexe conjugu^-haptene, soit pour Thaptene quetque soit son partenaire 
d'atfinite ; par example si on reprend le mode de realisation de I'exemple 2 dans 
lequel la barri§re de lecture positive etait constituee par un anticorps anti-lg de 
souris de telle fagon d capter Tanti-amphStamine marquee a Tor colloidal du 
5 conjugu6, il est extrSmement facile d'imaginer que cet anticorps anti-lg de souris 
puisse etre remplace par une proteine A egalement susceptible de former un 
complexe d'afTinite avec les immunoglobulines, fixee sur le support. 
Le point commun et roriginalite de tous ces tests est : 

- le principe d'avoir une double lecture positive et negative c'est-d-dire d'avoir 
10 systematiquement un contrdle de bon fonctionnement de la reaction par 

{'existence d'une coloration quel que soit le r^sultat du test, 

- d'etre tr§s simple dans sa realisation et de ne necessiter aucun solvant 
complementaire a ajouter au moment de la realisation du test, ni aucun lavage 
posterieur. 

15 - de mettre d la disposition des praticiens un dispositif stable dans le temps a 
temperature ambiante puisque Tensemble des composes constitutifs du dispositif 
sont prealablement dSshydrates. 
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Revendications 



1 . Dispositif d'analyse rapide et de caracterisation de la pr6sence d'une 
molecule de poids molecuiaire inf6rieur Si 10 000 daltons, ou haptfene, dans un 
5 6chantillon liquide . ledil dispositif 6tant constitue d'un support hydrophile dans 
lequel un liquide est susceptible de migrer par capillarite, ayant une pluralite de 
regions distinctes dans lesquelles les reactifs sont deposes et/ou s6ch6s. ce 
dispositif etant caracterise par le fait qu'il est constitue au moins des zones 
suivantes: 

10 a) une zone de reception de r6chantlllon a tester. 

b) une zone reservoir contenant un conjugue possedant la double 
caract6ristique d'fetre marque par un marqueur permettant sa detection dtrecle et 
d'Stre un ligand pour la molecule a analyser, les zones en a) et b) pouvant dtre 
superposSes ou sequentielles. 

15 c) de deux barrieres successives constituees de moities de paires d'affinite dont 
I'une retient ledit conjugue lors de sa migration sur le support en I'absence de la 
molecule recherchee dans I'echantillon, appelee barriere de lecture negative et 
I'autre retient ledit conjugue en presence de la molfecule recherch6e, cette 
derniere etant alors liee directement ou indirectement audit conjugu6, cette 

20 deuxieme barriere etant alors une zone de lecture positive de la reaction, 

d) un moyen absorbent et contigu au support hydrophile permettant de favoriser 
le flux de liquide depuis la zone a) de reception de Techantillon a travers les 
autres zones constitutives dudit dispositif. 

le support hydrophile et le moyen absorbent etant fixes sur un film de 
25 polyethylene de type « Mylar », I'ensemble etant positionne dans un boitier muni 
d'un receptacle a Taplomb de la zone a) acceptant 0,05 a 0,5 ml de liquide a 
tester et de deux fenetres a Taplomb des deux barrieres successives, permettant 
la lecture du resultat positif ou negatif de la reaction par I'observation du 
marquage lie au conjugue. 



2. Dispositif selon la revendication 1 caracterise en ce que le reservoir est 
constitue d'un materiau choisi parmi la fibre de verre . la cellulose, les d6riv6s de 
cellulose, le nylon, des polymeres fibreux ou microporeux de type polyester 




• 



wo 96/10179 



PCT/FR95/01259 



haute density, des fibres d'origine v^gdtales, animale ou synthdtiques sous 
forme de poudres de comprimds ou de couches multiples, ou de ouate de 
cellulose. 

5 3. Dispositif selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que le marqueur du 
conjugue est constitu6 de particules colloidales contenant un m6tal, de 
preference de Tor. 

4, Dispositif selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6 en ce que le marqueur du 
10 conjugue est un marqueur organo-mdtallique. 

5. Dispositif selon Tune des revendtcations 1 d 4 caracterisd en ce que 
I'ensemble des elements qui lui sont constitutifs sont deshydrat^s. 

15 6. Dispositif selon Tune des revendications 1 d 5 caract^risd en ce que les paires 
d'affinite sont choisies parmi les groupes constitues par la blotine avec I'avidine 
ou la streptavidine, les anticorps avec les antigenes, les immogiobulines avec 
une prot^ine afTine telles la proteine A ou la proteine G, les cai1)ohydrates avec 
les lectines. 



7. Dispositif selon la revendication 1 a 6 caracterise en ce que le conjugue 
marque contenu dans le reservoir est constitue d'un anticorps anti-haptene 
marque notamment a Tor colloidal et couple a la biotine, et en ce que la bamere 
de lecture de reaction negative est constituee d'une quantite determinee 

25 d'haptene fix6 et en ce que la barriere de lecture positive est constituee 
d'avidine ou de streptavidine fixee. 

8. Dispositif selon la revendication 1 caracterise en ce que le reservoir contient 
en amont du conjugue marque par rapport au sens de migration du liquide par 

30 capillarite, un autre conjugue constitue d'une quantite determinee de la molecule 
dont la presence est recherchee coupiee directement ou indirectement a un 
ligand de la substance constitutive de la ban-iere de lecture de reaction negative. 



20 
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9. Dispositif selon la revendication 8 caractdrisS en ce que le conjugu^ marqu6 
est constitud d'un anticorps anti-hapt^ne marqu§ notamment S Tor colloidal, en 
ce que le deuxt^me conjugue est constitud de r hapt^ne recherche coupl6 d la 
biotine. en ce que la barrlere de lecture negative est constitute de streptavidine 

5 et en ce que la barrlere de lecture positive est constitute d'un anticorps dirigt 
centre le conjugue marque. 

10. Dispositif selon la revendication 1 caracterise en ce que le conjugue marque 
contenu dans le reservoir est constitue d'une substance sptcifique prtsentant 

10 un affinite pour Thapttne marquee notamment a Tor colloidal, et en ce que la 
barrlere de lecture de reaction positive est constitute d'une quantite determinee 
d'anticorps anti-hapttne fixt et en ce que la barritre de lecture negative est 
constitute d'une substance fixte ayant une affinitt pour ladite substance 
sptciftque, notamment un anticorps. 

15 

11. Dispositif selon la revendication 10 caracttrist en ce que la substance 
sptcifique presentant un affinitt pour I'haptene est I'alpha-foetoprottine . 

12. Dispositif la revendication 1 caracttrist en ce que le moyen absorbent est 
20 constitut d'un materiau hygroscopique, notamment des dtrivts de cellulose ou 

la ouate de cellulose, le nylon, des polymeres fibreux ou microporeux de type 
polyester haute densitt. des fibres d'origine vtgttales, animate ou synthttiques 
sous forme de poudres de comprimts ou de couches multiples. 

25 13. Ensemble de dispositifs selon les revendication^ 1 a 12 caracttrist en ce 
que chaque dispositif contient une quantitt de conjugut croissante permettant 
un dosage quantitatif de I'haptene par corrtiation avec une abaque prt-ttablie. 

14. Proctdt d'analyse rapide et de caracttrisation de la prtsence d'une 
30 moltcule de poids moltculaire inferieur t 10 000 daltons, ou hapttne. dans un 
echantillon liquide , ledit proctdt caracttrist en ce qu'il utilise un dispositif ou un 
ensemble de dispositifs selon I'une des revendications 1 a 1 1 et constituts d'un 
support hydrophile dans lequel un liquide est susceptible de migrer par 
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ensemble de dispositifs selon Tune des revendications 1 a 1 1 et constitu6s d'un 
support hydrophile dans lequel un liquide est susceptible de migrer par 
capillarite, ayant une pluralite de regions distinctes dans lesquelles les reactifs 
sont deposes par impregnation et s^ches, ce dispositif etant caracterisd dtant 
5 constitue au moins des zones suivantes: 

a) une zone de reception de rechantillon a tester. 

b) une zone reservoir contenant un conjugue possedant la double 
caract^ristique d'etre marque par un marqueur permettant sa detection directe et 
d'etre un ligand pour la molecule a analyser, 

]o c) de deux barri^res success! ves constitutes de moitits de paires d'afTinite dont 
Tune retient ledit conjugut lors de sa migration sur le support en I'absence de la 
molecule recherchee dans Techantillon, appelee barri§re de lecture negative et 
Tautre retient ledit conjugue en presence de la moltcule recherchee, cette 
derniere etant alors liee directement ou indirectement audit conjugud, cette 

15 deuxieme barriere etant alors une zone de lecture positive de la reaction 

d) d'un moyen absorbent et contigu au support hydrophile permettant de 
favortser le flux de liquide depuis la zone a) de reception de rechantillon S 
travers les autres zones constitutives dudit dispositif, 

le support hydrophile et te moyen absorbent etant fixes sur un film de 
20 polyethylene de type « Mylar », I'ensemble etant positionne dans un boitier muni 
d'un receptacle a I'aplomb de la zone a) acceptant 0,05 a 0,5 ml de liquide a 
tester et de deux fenetres a Tapiomb des deux barrieres successives , 
permettant la lecture du resultat positif ou negatif de la reaction par I'observation 
du marquage lie au conjugue. 
25 ledit procede comprenant le depot de 0,05 a 0,5 ml d'echantillon a tester dans la 
zone de reception prevue a cet effet, suivi de I'observation directe ou indirecte 
par tout moyen optique approprie du resultat obtenu au niveau des barrieres de 
lecture positive et negative . 

30 15. Utilisation d'un dispositif selon Tune des revendications 1 e 13 pour detecter 
et caracteriser la presence d'une molecule de poids moieculaire tnferieur a 
10 000 daltons, ou haptene, dans un echantillon liquide. 
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16. Utilisation selon la revendication 15 assoclant des dispositifs selon Tune des 
revendications 1 a 12 caract§ris6 en ce qu'ils contiennent des quantites de 
conjugue croissante, permettant un dosage quantitatif de I'haptdne par 
corrdlation avec une abaque pre-etablie. 



17. Utilisation selon la revendication 15 ou 16 caracterisee en ce que I'haptene 
est une drogue que I'on cherche a detecter dans un fluide biologique. 

18. Utilisation selon Tune des revendications 15 a 17 caracteris6e en ce que la 
10 drogue est notamment incluse dans Tune des classes suivantes: 

- les opiaces. ou alcaloides dont la morphine. Theroine. la cod6jne, le 
dextromethorphane. ou leurs derives et metabolites 

. les oplac6s de synthese. dont la methadone, le propoxyphene, la 
phenylcyclidine, 

15 - les cannabinoides dont le 9-tetrahydrocanabinol (ou cannabis). la cocaine . le 
LSD, le benzoTI d'ecgonine. leurs derives et metabolites 

- les amphetamines, le MDM(ecsta2y). le 2.5 imethyoxy-4Methamph6tamine , les 
catecholamines incluant reph6drine, la L-Dopa, Tepinephrine, la narcine, la 
papaverine ou leurs derives et metabolites 

20 - les derives ou metabolites de Tacide barbiturique dont le phenobarbltal, le 
secobarbital, la primidone. I'ethosuccimide, la diphenylhydantoine 

- les benzodiazepines, leurs derives et metabolites. 

19. Utilisation selon Tune des revendications 15 a 17 caracterisee en ce que la 
25 drogue est notamment incluse dans Tune des classes suivantes: 

• les steroides incluant les oestrogenes, les androgenes, ,les steroides 
adrenocorticaux. leurs derives et metabolites 

- les glycosides et aglycones incluant la digoxine, la digoxigenine. les saponines 
et sapogenines, leurs derives et metabolites 

30 - les substances mimant les steroides, tel le diethylsilbestrol. 
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